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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
俗称 コ ク シジ ウ ム と呼 ばれ る真 核 微生 物石㎞磁iは 、宿 主 消 化管 の細 胞
内 に寄生 して 出血 性 腸 炎 を主 徴 とした疾 病 を引 きお こ し、 特 に家 禽 産 業
に大 きな経 済 的損 失 を 与 え る病 原微 生 物 であ る。本微 生 物は宿 主消 化 管
の 上 皮か ら粘 膜下 組 織 にお い て、無 性 お よび 有性 世代 か ら構 成 され る複
雑 な 生 活 環 を営 む(図1)。 感 染 はス ポロ ゾ イ トの宿 主 粘 膜 上 皮 細 胞 へ
の接 触 に よ っ て始 ま る が、 そ の際、 宿 主細胞 分子 との 問 に特異 的 な相互
作 用が 働 くこ とが示 唆 され て い る。
細 胞侵 入 にお け る ス ポ ロ ゾ イ トと宿 主細胞 の分 子的 関 連 の研 究 はお も
にhwi腔oでの侵 入 阻 害 を指 標 と して行 わ れ て お り、宿主 細胞 を酵 素 や 陽
イ オ ン、 レ ク チ ン、 モ ノ ク ロ ーナル抗 体 で処 理 した場 合 お よび ス ポ ロゾ
イ トをモ ノ ク ロー ナ ル抗体 で処 理 した 場合 に細 胞 へ の侵 入 阻害 が観 察 さ
れ て い る。 ま た 、 こ れ らの研 究 に よ り聾 アセ チル グ ル コサ ミ ン また は シ
ァ ル酸 を含 む、 負 電荷 を持 っ た37kDaの宿 主 細 胞 表 面 分 子お よび24kDaの
ス ポ ロゾ イ ト表面 分 子 が微 生物 と宿 主 間 の接 着 に関与 す る こ とが 示 唆 さ
れ てい る。
本 研 究 で は スポ ロ ゾ イ トの 表面分 子 が宿主 細 胞 膜上 の分 子 を認 識 す る
こ とに よ っ て 、宿 主 細 胞へ の接 着 が起 こ り、感 染 が開始 す る とい う仮説
を立 て、 宿 主 細胞 認 識 に関与 す る微 生 物分子 を明 らか にす るこ とを 目的
と した 。
第2章invi宜oにお け る働nご漉1㎝曲 宿 主細 胞 認識 の検索
班m磁aが 宿主 細 胞 を認 識 す るこ とを確認 す るため に、各 種 動 物細 胞 培
養 系 にお い てE滋ロ認aの 発育 を観察 した。
1.各種動 物 細胞 培 養系 に おけ るE蜘e幽 の発育
ニ ワ ト リ(PCK)、ハ ム ス タ ー(BHK.21)、ウ シ(CKT-1)、サ ル(Vero)、ウ サ ギ
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(R:K-13)の腎 臓 細 胞 を 用 い て 、 ス ポ ロ ゾ イ ト接 種 に よ るE伽a血 のhlvi鉦o培
養 を 行 っ た(図2)。 そ の 結 果 、 細 胞 種 に よ り最 終 到 達 ス テ ー ジが 異 な
り 、PCK以外 で は 完 全 な 発 育 は 支 持 さ れ なか っ た(表1)。PCK以 外 の細
胞 で は 、BHK・21およびRK・13にお い て 初 代成 熟 シ ゾ ン トま で の 発 育 が 確 認
さ れ た が 、 前 者 で は 成 熟 シ ゾ ン トの 形 態 に変 化 を 起 こ す も の も認 め られ
た(図3)。 以 上 の 結 果 よ り、E細e吻 の 発 育 に 対 す る そ れ ぞ れ の 細 胞 の
適 性 順 位 、 す な わ ちPCK、RK・13、BHK-21、CKT-1およびVeroが示 さ れ た 。
2.各種動 物 細胞 培 養系 にお け る初代 シゾ ン ト形 成
各 種 動物 細 胞 にお け る初代 シ ゾ ン トの形成数 を測 定 した結 果 、PCK:お
よ びRK-13でほ ぼ 同数 の初 代 成 熟 シゾ ン トお よび多 核 シ ゾ ン トが観 察 さ
れ(表2)、 これ らの細 胞 がE西gne1ねの 発 育 に適 して い る こ とが 再確 認 さ
れ た 。 形 成 され た シ ゾ ン トの 総 数 を 比 較 す る とPCK、RK-13、BHK.21、
MDBK(ウシ腎臓 細 胞)お よ びMA-104(サル 腎臓 細 胞)の 順 とな り発 育
適 性 順位 と同様 の 結 果 を示 した。細 胞 内 に侵 入 したス ポ ロ ゾイ トは少 な
く とも初 代 未 成 熟 シゾ ン トまで 発育 す る ことか ら、 この順 位 は ス ポ ロゾ
イ トの侵 入 数 を反 映 してい る と考 え られ、ス ポ ロ ゾイ トが発 育 に適 した
細 胞 を認 識 して侵 入 す るこ とが 示唆 され た。
第3章 抗E㎞面a伽c肋 モ ノク ロ ーナ ル抗体 に よる分 子 間相 互作 用 の検索
侵 入過 程 におい て宿 主細 胞 認 識 に働 く分子 間相 互作 用 を明 らか にす る
た めに 、invi賦oでス ポ ロ ゾ イ トの細 胞 侵 入 を阻 害 する抗 且f㎝e∬aスポ ロゾ
イ トモ ノ クロ ーナ ル抗 体 を用 い て侵 入 に 関与 す る スポ ロ ゾ イ ト分子 の検
索 を行 い 、宿 主細 胞 分 子 との結 合作 用 につ い て検 討 した 。
1.抗E伽c伽モ ノク ロ ーナ ル抗体 の 認識 抗 原 の検 索
本研 究室 にお い て作 製 され 、invi趣oでの細 胞侵 入 阻 害作 用 が 確認 され
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て い る12ク ロ ー ン の 抗E,伽eπaスポ ロ ゾ イ トモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体KC4～
KC一ユ2につ い て 認 識 抗 原 の 局 在 と 分 子 量 を 検 索 した 。 そ の 結 果 、 抗 原 は
且伽 曲 ス ポ ロ ゾ イ トの 表 面 に存 在 し、 分 子 量 は25kDaであ っ た(図4)。
ま た 、12クロ ー ン の抗 体 は 同 一 の 抗原 を認 識 して い る と考 え られ た た め 、
以 降 の実 験 に は 最 も侵 入 阻 害 率 の 高 いKC・1抗体 を用 い る こ と と し 、 本 抗
体 の認 識 す る ス ポ ロ ゾ イ ト抗 原 をKC-1抗原 と呼 ぶ こ と と し た 。
2.亙艇 θ血 ス ポロ ゾ イ トと宿 主細 胞 間 の結 合作 用 の検:索
蛍 光 抗 体 法 、 ウェ ス タ ン ブ ロ ッテ ィ ン グ、ELISAにお いて 宿 主 細 胞
(PCK)抽出 物 に よる抗 体 反応 阻害 試験 を行 った 。 そ の結 果 、い ず れ の実
験 系 にお い て もPCK抽出物 に よってKC-1の反応 は 阻害 され(図5)、KC-1
抗 原 が 宿 主 細胞 分 子 と結 合 す る こ とが 示 され た。以 上 の結果 よ り、KC-1
抗 原 はス ポ ロ ゾイ ト表 面分 子 と して宿 主細胞 へ の結合 に関与 す る こ とが
明 らか とな り、 こ の分 子 間 の結 合作 用 が本微 生 物 の宿 主細 胞 認識 の 重要
な機構 の 一つ で ある こ とが 示 唆 され た。
第4章E㎞a由 蜘e血 宿 主細 胞 結合 分 子 の性 状解 析
宿 主 細 胞 認 識 に 関与 す るス ポ ロゾ イ ト分子 の性 状 を明 らかにす る た め
に 、KC4抗原 のエ ピ トー プ解 析 、免 疫 ア フ イニ ティ ー カ ラム に よ るKC4
抗 原 の 分 離 お よ び分 離 した エ ピ トー プ の性 状 解析 を行 った 。
1.KC-1抗原 の エ ピ トー プ解 析
ス ポ ロゾ イ ト分 子 の結 合 にあ ずか る構 造を検 討 す るた め 、過 ヨ ウ素酸
処 理 によ る抗 体反 応 の消 長 を ウ ェス タ ンブロ ッテ ィン グ におい て観 察 し
た。 そ の 結 果 、 ス ポ ロ ゾ イ ト粗 抽 出物 にお い て25kDaバン ド として 示 さ
れ るKC-1抗原 は、 過 ヨ ウ 素 酸 処 理 に よ ってKC4抗体 と反 応 しな く な り
(図6)、抗 体 と結 合 す るKC4抗原 の エ ピ トー プに糖 が 含 まれ る こ とが
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明 らか と な っ た 。
2.KC-1抗原 の 分 離 お よ び性 状 解 析
KC・1抗体 を プ ロ テ イ ンA.アガ ロ ース に架橋 剤 を用 いて 共 有 結 合 させ た
免 疫 ア フ ィニ テ ィー カ ラム によ り、 オ・一シ ス ト粗 抽出物 か らKIC。1抗原 を
精 製 した(図7)。 カ ラム精 製 抗 原 はELISAでは陽性 反 応 を示 したが 、 こ
れ をSDS・PAGEに供 した とこ ろ、CBBによっ て染色 され る ポ リペ プチ ドは
見 られず 、 ウ ェス タ ンブロ ッテ ィン グ におい て も抗体 反応 が検 出 されな
か っ た。 カ ラ ム精 製 前 のKC-1抗原 で はSDS・PAGEでポ リペ プチ ドの存在 が
示 されて い た こ とか ら、カ ラ ム精製 に よ って 抗体 結合 に関 与 しない ポ リ
ペ プ チ ド部 分 が 切 断 さ れ た もの と考 え られ た。 また 、カ ラム 精 製抗 原 は
C4逆相 ク ロマ トグ ラ フ ィーの アセ トニ トリル溶 出系(220㎜検 出)に お
い て水 とほ ぼ 同 時期 に ピー ク を示 し(図8)、 高 い親 水 性 を持 つ こ とが
示 され た 。以 上 の こ とか ら、 本抗原 は糖 を多 く含 む もの と考 え られ た 。
本 抗原 の 含 有糖 の 組 成 を知 るた め に、 シアル酸 お よび 中性糖 につ い て
呈色 反応 による検 出 を試み た。そ の結 果、本抗原 に シア ル酸は 含 まれず 、
お もに 中性糖 が 含 ま れ るこ とが 示 され た(表3)。
分 離 した抗 原 分 子 は ゲ ル 濾過 法(215㎜検 出)に よっ て3つの 画分 に分
か れ(図9)、 こ の3画分 の 中 で は分 子 量 の 最 も小 さな約7kDaの画 分 が 最
も高 い抗 原 性 を示 した(表4)。 塞HNMR分析 にお い て、 この抗 原 画分 は
量 的 には少 な い ものの3.5ppm付近 に糖 骨格 に特徴 的 なス ペ ク トル を示 し、
L44、1.91、2.06、2.38ppmにペ プチ ド骨 格 の メ チ ル基 由来 と思 わ れ る シン
グ レ ッ トピー クを示 した こ とか ら、糖 ペ プチ ドで ある こ とが強 く示 唆 さ
れ た(図10)。 以 上 の結果 よ り、KC-1抗原 はE飴鵬伽 ス ポロ ゾ イ ト表面 に
存 在 す る糖 ペ プ チ ドで ある こ とが 明 らか とな った。
第5章E㎞ α由 ス ポロ ゾ イ ト表 面の 糖 分子 の検索
ス ポ ロ ゾ イ ト表 面 におけ る糖 分子 の存 在 をレ クチ ン の結 合性 に よって
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観 察 した 。
E鯉 曲 、Eヨ紬 、瓦励 θ雄、E皿繊 、Eηθ伽 【の 塗 沫風 乾 ス ポ ロ ゾ
イ トにConA、SBA、WGA、DBA、UEAI、RCA120、PNAを反応 させ た結 果 、
且`ene∬aではConA、且㎞e毎 ではWGA、E舳aで はConAおよびPNAと
の 表 面反 応 が 観 察 され た(表5)。 今 回使 用 した レ ク チ ンで は旦a㏄油
お よびE皿伽 鰍 に表 面反 応 は認 め られ なか っ た。以 上 の結 果 は、 ニ ワ ト
リ コ クシ ジ ウ ムの ス ポ ロ ゾ イ トが種 に よって異 な る表 面 糖 鎖 を発 現 して
い る こ とを示 唆 して お り、 これ らの糖 鎖が 恥ene∬aのス ポ ロ ゾ イ トと同
様 に宿 主 細 胞 認 識 に 関 与 し、種 によ って異 な る感 染細 胞 を決定 す る要 因
どなる もの と考 え られ た。
第6章 総括
本 研 究 で は 真 核微 生 物 疎e鵬伽 の宿 主細 胞 認 識 に 関与 す る分子 を 明 ら
か にす る こ とを 目的 と し、第2章で は 到達 ス テ ー ジ を指標 と して 異 な る
動 物 細 胞 に且伽e吻 の発 育 適性 順位 を つ け、 適 性 の 高 い細 胞 で は細 胞 内
に確 認 され る個 体 数 も多 い こ とを示 した。第3章で はス ポ ロゾ イ ト表 面
に25kDaの細 胞 侵 入 関 連 抗 原 が存 在 し、宿 主細 胞 と の結 合作 用 を持 って
い る こ とを 明 らか に した 。 第4章で は そ の抗 原 の 結 合作 用 が糖 に よ る も
の で あ る こ とお よ び結 合分 子 が糖 ペ プチ ドで あ る こと を明 らか に した。
また 、第5章 で はE飴鵬伽 以 外 のニ ワ トリコ クシジ ウム の スポ ロ ゾ イ ト表
面 にお け る糖 の存 在 を 明 らか に した 。以 上 の結果 よ り、 ニ ワ トリ コク シ
ジ ウム は ス ポ ロゾ イ ト表面 の糖 分子 の結 合作 用 に よ り、発 育 に適 した細
胞 を認 識 して侵 入す る とい う感 染 モ デ ルが 予想 され た。
本 研 究 に よっ て飾e鵬血 の宿 主 細 胞 認 識 に関与 す る糖 分 子 の存 在 が初
め て 明 らか に され た 。 本研 究 は赤痢 菌 、病原 性 大 腸菌 な どの腸 管 由 来病
原 性 細 菌 を も含め た 、微 生 物 の宿主 認 識 機構 の解 明に重 要 な知 見 となる
もの と思 わ れ る。 また 、本 分 子 お よび類似 の分 子 を用 い た 、コ ク シ ジ ウ
ム お よび病 原 性 細 菌 感 染 の 防 除 が可 能 で あ り、今 後 の ワ ク チン 開発 の標
的 とな る もの と考 え られる 。
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図1ニ ワ トリコクシジウムの ライフサ イクル
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表1invi症o培養 にお ける廊enellaの最終到達ステー ジ
細胞 ステージ
PCK
$HK-21
Vero
CKT-1
RK-13
オーシス ト
初代成熟 シゾント
初代未成熟シゾント
初代未成熟シゾント
初代成熟シゾント
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図2inviなo培養 における8ε㎝曲 の発育ス テージ
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図3形 態変化 を起 こ した初代成熟 シゾ ン ト
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表2inviロo培 養 に お け るE.εenellaのシゾ ン ト形 成 数
(×200,20視野 で の総 数)
シゾント形成数
細胞 未成熟 多核体 成熟
PCK
BHK-21
MA-104
MDBK
RK-13
?
?
?
?
?
??
?
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?
?
?
?
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?
?
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図4抗E.ホenellaスポ ロ ゾ イ トモ ノク ロ ーナ ル抗体KC-1～KC-12の認 識 抗 原
A:KC-1によるE.`enellaスポ ロゾ イ トのIFA像
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B:KC-1～KC-12によるEtenellaスポ ロゾ イ ト粗 抽 出
抗 原 の ウ ェ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング像
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図5PCK抽 出物 によるKC-1抗体反応 阻害試験
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図6幽 ウ素酸処理によるKじ1抗体反応の7脹
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図7免 疫 アフ ィニティーカラムによるKC4抗原 の分離
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図8KC4抗原のC4逆相HPLC分析
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表3KC-1抗 原 の 含 有 糖
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中性 糖*
(A490)
シ ア ル酸**
(A580)
0.014
0.004
0.065
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*フ ェノール硫酸法
**レ ゾ ルシノール塩酸法
図9KC-1抗原 のゲル濾過HPLC分析
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表4KC-1抗原ゲル濾過分取画分の抗原性
画分 KC-1 コ ン トロ ール
?
?
?
0.118
0.116
0.150
0.075
0.ma
O.080
全分子 0.162 o.oso
図10KC・1抗原画分の1HNMR分析
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表5ニ ワ トリE㎞c血スポロゾイ ト表面に対するレクチンの反応性
E㎞e漁種
レク チ ンE.飴 鵬肋E.aoe曲aE.b㎜e癒E.ma澗'加2E.η ㏄a雌
ConA
SBA
WGA
DBA
LTEAI
RCA120
PNA
十
十
?
?
?
?
?
?
?
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論 文 審 査 の 要 旨
本論文はコクシジウム原虫スポロイゾイ トの動物生体への侵入機作,と くにスポロゾイ ト表面
分子が宿主細胞膜上の分子を認識 して宿主細胞に接着 し感染が開始されることの実証的研究であ
る。各種動物細胞培養系におけるE珈 θ廟 ψθπθπαの発育を検索 し,その結果,E.孟θπθ伽 の発育
に対する各種細胞の適性順位が示され,ま た動物細胞培養系において形成される初代シゾント数
が適性順位と同様になることが示された。侵入スポロゾイ トは初代未成熟シゾントまで発育する
ことから初代シゾソト数は,ス ポロゾイ ト侵入数を反映 しておりスポロゾイ トが発育に敵 した細
胞を認識して侵入するのであろうと推論した(第2章)。スポロゾイ トの細胞侵入阻害をおこな
う抗E.孟θπ読αスポロゾイ トモノクローナル抗体を用いて侵入過程での宿主細胞認識に働 く分子
間の相互作用,原 虫 と宿主細胞分子との結合作用を検索 した。その結果,モ ノクローナル抗体と
応答するスポロゾイ ト表面の抗原が宿主細胞分子と結合すること,当該抗原はスポロゾイ ト表面 ・
分子として宿主への結合に関与することが明らかとなり,分子間結合作用が本微生物の宿主細胞
認識の重要な機構の一つであることを提示 した(第3章)。宿主細胞認識に関与す るスポ ロゾィ
ト分子の性状を明らかにするために,抗原エピトープ解析,免 疫アフィニティーラムによる抗原
分離および分離エピ トープの解析をおこない,その結果,本 抗原は糖を多 く含むものと推定さえ
た。されに本抗原の糖質部分にはシアル酸は含まれずおもに中性糖が含まれることを証明は'H
NMR分析において量的には少ないものの3.5ppm付近に糖骨格に特徴的なスペク トルを示し,
1.44,1.91,2.06,2.38ppmにペプチ ド骨格のメチル基由来と思われるシングレヅトピークを示
した。このことから,供試モノクローナル抗体と応答する抗原は,E.勲観αスポロゾイ ト表面に
存在する糖ペプチ ドであることが明らかにされた(第4章)。さらにこのE励θrぬスポロゾイ ト表
面の糖分子を レクチンの結合性によって検索 した。すなわちE.娩 θ磁,8.曜θr微伽 α,8.
う削πθ漉,E,ηαガ彿α,E.ηθσα厩¢のスポロゾイ トにConA,SBA,WGA,DBA,UEAI,RCA
120,PNAを反応させた結果,E.嫌 θ伽 ではCon,A,E.う駕ηθ癖 ではWGA,E.ηα漉〃zαでは
ConAおよびPNAとの衷面反応が観察 された。供試 レクチンでは,8.4cθプ微伽αおよびE。
㍑ 碑 ㍑ に表面反応は認められなかった。これらからニワトリコクシジウムのスポロゾイ トは虫
種によって異なる表面糖鎖を発現 していると推論し糖鎖がE,オθη詔αのスポロゾイ トと同様に宿
主細胞認識に関与して異なる感染細胞を決定する要因となるものと考察した(第5章)。 この よ
うに本研究ではE.オθπθ伽 の宿主細胞認識に関与する微生物分子を明らかにすることを 目的とし,
異種の動物細胞にE,診θπθ伽 の発育適性順位をつけ,高適性の細胞では細胞内に確認される個体
数が多いことが示 された。またスポロゾイ ト表面には25kDaの細胞侵入関連抗原が存在 し宿主細
胞との結合作用を持っていることを明らかにした。そ して本抗原の結合作用は糖によるものであ
ること,また結合分子が糖ペプチ ドであることを明らかに した。このようにニワトリコクシジウ
ムはスポロゾイ ト表面の糖分子の結合作用により発育に適 した細胞を認識 して侵入するという感
染モデルを樹立 しE.オθηθ伽 の宿主細胞認識に関与する糖分子の存在を初めて明らかにした。本
研究は病原性細菌をも含めた微生物の宿主認識機構の解明に重要な知見 となり動物微生物科学の
研究に大きな進歩を与えたものである。また同時に本分子を用いたコクシジウム感染の防除,類
似の分子を用いた ワクチン開発研究など動物疾病の防除,ひ いては動物生産の拡大に寄与するも
のである。 よって審査員一同は本論文提出者が博士(農 学)の学位を授与されるに充分な資格を
有するものと認定 した。
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